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論 文 内 容 要 旨
序論
下痢性貝毒(DSP)は、1976年に宮城県で発生 したムラサキイガイによる食中毒が発端 と
なって発見された1)。その原因毒物質として、オカダ酸(OA)・Dinophysistoxin(DTX)群2)、
Pectenotoxin(PTX)群3)、及びYessotoxin(YTX)群4)という3つ のグループに属する10種i類
以上のポ リエーテル化合物が単離 ・構造決定 されている(Fig.1)。
これ らの毒物質は各々特定の渦鞭毛藻によって生産 され5)、食物連鎖 を通 してホ タテガ
イやムラサキイガイなどの中腸腺 に蓄積 される。マウスを用いる動物試験ではこれらの毒
成分 を個別に微量定量することが不可能であるため、蛍光分析法、酵素標識抗体測定法
(ELISA)などの定量法の開発が要望 され、一部のDSP成分については既 に確立 されている6}。
一方それぞれの毒物質は、近年その特異な生理活性が明らかになるにつれて、食品衛生
上の関心に留 まらず、薬理 ・生化学分野での新 しい研究試薬 として研究者の注 目を集めて
いる。例えばOA・DTX群は下痢原性や発ガンプロモーター活性を有 し7)、プロテインホス
ファターゼを特異的かつ極めて強力に阻害することが知 られている8)。PTX群は下痢原性9)、
肝臓毒性lo)を有 し、 タマゴテングダケに含まれる毒ペプチ ド、 ファロイジンとほぼ同様な
アクチ ンタンパ ク質の重合阻害活性 を示す。さらに、 ヒト由来の特定の培養ガン細胞に対
して選択的かつ強力 な細胞毒性 を示すことが明 らかになっている11)。YTX群は心臓を主な
標的器宮 とするが、病理 ・薬理的作用の詳細 についてはまだ不明な点 も多い12)、,
本 研 究 で は 、DSP成 分 の う ち 、OA・DTX群 とprx群 に つ い て 、 以 下 の 研 究 を 行 な っ た 。
1)24-OHの酸 化 ・還 元 反 応 に よ るOAの トリ チ ウ ム 標 識 化 。
2)27-dehydro-OAのプ ロテ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 す る 阻 害 活 性 の 検 討 。
3)キ ラ ル 異 方 性 試 薬Phenylglycinemethylester(PGME)を用 い たNMR的 手 法 に よ るpTX6と
DTXIの絶 対 構 造 決 定 。
4)構 造 が 未 決 定 で あ っ たPTx4、PTx7に つ い て の 構 造解 析 。
5)ELISA定量 法 を 目的 と し た 抗prx群 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の 調 製 、
6)ジ エ ノ フ ィル 蛍 光 化 試 薬4一[2一(6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo-3,4-dihydroquinoxalin)・1)一
ethyl]一1,2,4-tnazoline-3,5-dione(DMEQ-TAD)を用 い たPrX群 蛍 光 分 析 条 件 の 検 討,
第一章 オカダ酸 トリチウム標識体調製のための酸化還元反応条件
の検討
オ カ ダ酸(OA)13)及びDinophysistoxin-1(DTX1)2)は、 下 痢 原 性 、 細胞 毒 性 、 発 ガ ンプ ロ
モ ー ター活 性 等 の 多彩 な生 理 活性 を有 して い る7)。こ れ らの 生 理 活 性 の 多 くは 、 フ ロテ イ
ンホ ス フ ァ タ ーゼ に対 す る 阻害 活性 で 説 明 され る と考 え られ てい る8)。OAはプ ロテ イ ンホ
ス フ ァ ター ゼ を2A型 、1型 、2B型 の 順 に極 め て強 力 に 阻害 す る。OAに 感 受 性 を持 つ組
織 や生 体 物 質 、mlcr㏄ystin-LRや(alyculin-Aのよ うなOAク ラス に属 す る他 の プ ロテ イ ンホ ス
フ ァ ター ゼ 阻 害剤 につ い て の研 究 を深 め る た め に は、 放 射 性 標 識 され たOAが 必 要 で あ る。
そ こ で本 章 で はOAト リチ ウ ム標 識体 の 調 製 を 目的 と し、 二級 水 酸 基 の酸 化 還 元 反 応 に つ い
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て検討 を行なつた。
(1)二級 水 酸 基 の酸 化 反応
OAの いず れ か の二 級 水 酸 基 をい った んケ トン に酸化 し、次 にNaB3H4で還 元 す れ ば メ チ
ンプ ロ トン を トリチ ウム に置 換 す る こ とが で き る(Fig.2)。そ こで は じめ に 、OAの 二 級 水
酸 基 を効 率 よ く酸 化 す る反 応 につ い て検 討 した 。2.OHは、酸 化 に よ って カル ボ キ シル基 の
脱 離 を伴 い メ チ ル ケ トン誘 導 体 を与 え る。 これ を避 け るた め に、 まず カル ボ キ シ ル基 をP-
bromophenacyl基で保 護 し14)、次 い でPDC酸化15)に供 した結 果 、 ア リル位 に あ る24-OHがケ
トン に酸 化 さ れ たP-bromophenacyl24-dehydro-OA(Phe-24-dehydro-OA)が、33%の収 率 で得 ら
れ た(Fig.2)。構 造 の確 認 は戸ABMS及び1HNMRで 行 な っ た 。す な わ ち、FABMSにお い て
加/z999,1001;(M+H)+が観 測 され た 。 これ は 、Phe-OAの〃;ノz1001,1003;(M+H)+より も2マ
ス/J・さい値 で あ り、水 素2原 子 の 脱 離 を裏 付 け た 。 さ らに1HNMR(incD3cN)では、24-
OHとH-24のシ グ ナ ル が 消 失 し、H.23のシ グ ナ ル形 状 が トリプ レ ッ トか らダ ブ レ ッ トに変 化
し、か つ低 磁 場 に シ フ トした(δ3.24→δ4.17)。低 磁 場 シ フ トは周 辺 の プ ロ トンに も見 られ
(H2-21;δL65,1・89→δ1・78,1・95,H-22;δ3・58→δ4・18,H2-41;δ4・97,5・21→δ5・27,5・78,H-26;
δ3.85→δ4.34)、これ らは全 て24-c=oの生 成 を裏付 け た(Fig.3)。
(2)Phe-24-dehydr(トOAの還 元 反応 ・
Phe-24-dehydro-OAはα,β不 飽 和 ケ トン な の で、NaBH4で還 元 す る と通 常 の1,2還元 の 他 に
1,4還元 を併 発 す る。 目的 とす る1,2還元 を優i先させ る た め に 、塩 化 セ リ ウム(CeCl,)を共
存 させ16)、MeOH中、 一15℃で 反応 を行 な い 、70%の収 率 で 目的物(Red-phe-OA)を得 た(Fig.
2)。目的物 で は 、ρ一bromophenacyl基の カ ル ボ ニ ル も二 級 水 酸 基 に還 元 され てい た。 還 元 生
成 物 の 構 造 の確 認 は 、FABMS及びIHNMRで 行 な っ た 。す な わ ち、FABMSにお い て'ηた
1003,1005;(M+H)+が観 測 され た 。 これ はPhe-24-dehydro-OAの値 よ り も4マ ス大 きい 値 で あ
り、水 素4原 子 の付 加 を裏 付 け た 。 さ らに1HNMRで は、24.OH、H-24の再生 が確 認 され た。
(3)エス テ ル加水 分 解 反応
還 元生 成 物 を0.2NNaOH-MeOH/water(8:2,v/v)溶液 中で 加水 分 解 し、OAを89%の収 率 で
得 た(Fig.2)。構 造 の 確 認 は1HNMRで 行 な っ た。 す な わ ち加 水分 解物 の1HNMRス ベ ク ト
ルはOAと 一 致 した。
(4)まとめ
一 連 の検 討 に よ り、OAの24-Hをトリチ ウ ムで標 識 す る ため の 反応 が確 立 され た(Fig,2)。
Phe-OAからPhe-24-dehydro-OAの生 成 率 が33%、Phe-24-dehydro-OAのRed-phe-OAへの 還元 反
応 の収 率 が70%、エ ス テ ル加 水 分 解 で のOA収 率 が89%なの で 、Phe-OAからOAに至 る トー タ
ル な 反 応 収 率 は約21%にな る 。 この酸 化 還元 法 に基 づ き、[24-3H】OAの調 製 をデ ュホ ン社 に
委 託 し、 関 連研 究 者 に供 給 した 。
共 同研 究 者 で あ る名古 屋 大 学 の高 井 らは、 この[24-3H]OA試薬 を用 い て 、OAク ラス の プ
ロテ イ ン ホス フ ァ ターゼ2A型(PP2A)阻 害 剤 で あ るmicr㏄ystin-LR、calyculin-A及び
伽tomycinにつ い てPP2Aへの結 合 試 験 を行 ない 、 こ れ らの 阻 害剤 がOAのPP2Aへの結 合 を抑
制 す る こ とを明 らか に した 。 す な わ ち これ ら阻 害剤 の酵 素へ の結 合 部 位 が 、OAと 同 じで あ
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る 可 能 性 を 示 し た 。 さ ら にmicr㏄ystin-LR、calyculin-A及びtautomycinの阻 害 剤 解 離 定 数 κiを
精 密 に 算 出 し た 。
第二章 オカダ酸の構 造活性 相関(27・OHの活性への寄与 について)
オ カダ酸(OA)の活性 発 現 には 、疑 似 環 状 コ ン フ ォ メー シ ョンの 形 成(Fig.4)が不 可 欠 と
さ れ て い る1b)。名古 屋 大 学 の 高 井 らは、 プ ロテ イ ンボ ス フ ァ タ ーゼ2A型 活 性 サ ブユ ニ ッ
ト(PP2A)に対 す るOAの 阻害 活 性 を厳 密 に測 定 で き る試 験 法 を確 立 して い る17)9すな わ ち
人 工 基 質P-nitrophenylphosphate(pNPP)がPP2Aによ って加 水 分 解 され る速 度 を、400nmにお
け る吸 光 度 の上 昇 に よ って測 定 し、 阻害 剤 解 離 定 数κiを精 密 に算 出 した(Fig.5)・本 研 究室
にお い て単 離 ・構 造 決 定 され たOA同 族 体 をPP2A阻害試 験 に供 した結 果 、Fig.6に示 す よ う
な構 造 活 性 相 関が 明 らか に な っ て い る17)。一 方27.OHは疑:似環 状 構 造 の 形 成 に参加 しな い
た め 、 こ れ ま で あ ま り問題 に され て い な か った 。 そ こで本 章 で はOAの 構 造 活 性 相 関 に つ い
て の研 究 を さ らに深 め る た め に27-dehydro-OAを調 製 し、PP2A阻害 試 験 を行 な った 。
(1)27-OHの酸 化 反 応
第 一 章 で 述 べ たP-bromophenacylOA(Phe-OA)のPDC酸化 にお い て 、27-OHがケ トン に酸:化
され たP-bromophenacy127-dehydro-OA(Phe-27-dehydro-OA)が12%の収 率 で得 られ た 。構 造 の
確 認 は 、FABMS及び1HNMRで 行 な っ た。 す な わ ちFABMSにお い て'η/z999,1001;(M+H)+
が観 測 され た 。 こ れ は、Phe-OAの醒々1001,1003;(M+H)・よ りも2マ ス小 さい値 で あ り、 水
素2原 子 の 脱 離 を裏付 けた 。 さ らに1HNMR(incD3cN)では27-oHとH-27のシ グナ ルが 消
失 し、H-26のシ グ ナ ル形 状 が ダ ブ レ ッ トか らシ ン グ レ ッ トに変 化 し、 か つ低 磁 場 に シ フ ト
した(δ3.85→δ4.69)。低 磁 場 シ フ トはH2-28にも見 られ(δ0.87,1.31→δ2,35,251)、シ グ ナ
ル 形状 もそ れ ぞ れ ダ ブ ル ダ ブ レ ッ トに変 化 してい た。 ま たH2-41にも低 磁 場 シ フ トが 見 られ
(δ4.97,5.21→δ5.19,5.42)、これ らは全 て27-c=oの生 成 を裏付 け た(Fig.3)。
(2)エス テ ル 加 水 分 解 反 応
Phe-27-dehydro-OAを0・004NNa2CO3-diethyleneglycoldimethylether/water(5:1,v/v)溶液 中 で
加 水 分 解 した 結 果 、27-dehydro-OAが94%の収 率 で 得 ら れ た 。 構 造 の 確 認 はFABMS及 び1H
NMRで 行 な っ た 。 す な わ ちFABMSに お い て彫々803;(M+H)+,〃2々825;(M+Na)+が観 測 さ れ 、
lHNMRス ペ ク トル を解 析 した 結 果
、27-dehydro-OAの生 成 が 確 認 さ れ た 。
(3)PP2A阻害 試 験
OAのPP2Aに 対 す る 阻 害 は 、 理 論 式;
・、/・♂[(星 一1t一κi)+》(耳一4一κ、)2+4耳・κ、]/2耳
Et;Totalconcentrationofenzyme
It;Totalconcentrationofinhibitor
vo;Reactionvelocityintheabsenceofinhibitor
vi;Reactionvel㏄ityinthepresenceofinhibitor
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に あ て は め る こ と が で き る17)。
Fig・7に・27-dehydro-OAのDose-Inhibitionカー ブ を 示 し た 。 理 論 式 に 基 づ き、 ・K」は7・3nM
と求 め ら れ た ・ こ れ は ・OAのKi値32pMの 約230倍の 値 で あ っ た(Fig.6)。
(4)考察
疑 似 環状 構 造 の 形 成 に関 与 しな い分 子 末 端 部 の構 造 変 化 に よ る活 性 低 下 は初 め て の 例 で
あ り、27-OHが酵 素 阻害 活 性 の発 現 に重 要 な働 きを して い る可 能 性 が示 され た 。 阻 害 にお
け るOAの 自由 エ ネ ル ギ ー変 化 値△GoI(=RTlnKi)は一60kJ/mo1であ り、27-dehydro-OAではそ の
値 が一46kJ/molにまで 低 下 した。 水 素 結 合 また は 静 電結 合1つ あ た りの△σ)'値は一10から一20
kJ/mo1程度 なの で 、27-OHは酵 素 との結 合 部位 に な っ て い る可 能性 が示 唆 され た 。
第 三 章 キ ラ ル 異 方 性 試 薬Pheny置9置ycinemethy蓋esterを用 い たPectenotox藍n・6,
Dlnophysistoxin・1絶対 構 造 の 決 定
キ ラ ル異 方 性 試 薬Phenylglycinemethylester(PGME)は、 カ ル ボ キ シ ル基 と結 合 した キ ラ ル
炭 素 の 絶 対 配 置 をNMR的 手 法 に よ り決 定 す る試 薬 で あ る18)。(s)一及 び(R)一PGME誘導 体 に
お い て 、PGME平 面 が対 象 とす る分 子 に対 して 同一 の配 向 を とる こ とが証 明 で きれ ば 、
フ ェ ニ ル基 の異 方性 効 果 に よ り絶 対 構 造 を決 定 で きる。 絶 対 構 造 が 決 定 され て い な い
P㏄tenotoxin-6(PrX6)3>とDinophysistoxin-1(DTX1)2)は、分 子 内 に カル ボ キ シ ル基 と結 合 した
キ ラ ル炭 素 を有 して い る 。 そ こで 、PGME法 に よる絶 対 構 造 の決 定 を行 な っ た 。
(1)prx6絶対 構 造 の 決定
prx6は、 カル ボ キ シル基 とエ ーテ ル酸 素 が 結 合 した四 級 炭 素(C-18)を有 して い る 。43-
C=0と0-18との 静 電 的 反発 に よ.り、PGME平 面 の配 向が 固 定 され る こ とが予 想 され た19》。
PGME試薬 とIyrX6との縮 合 は 、N-hydroxysucclnimide/triphenylphosphine/2,2Ldipyridyl-
disulfide/CH2Cl2の条 件 を用 い た20)。
NMR(cosY,TocsY,HsQc,HMBc,NoEsY)の測 定 は、c5D5N溶媒 中 で行 な っ た 。両 誘
導 体 にお い て・PGMEア ミ ドプ ロ トン(NH)と・H-17β・H-19β・}辺2と の 間 にNOEが観 測 さ
れ 、PGME平 面 が町X6分 子 に対 して予 想 通 りの 配 向 を とる こ とが 証朋 され た(Fig.8)。両 誘
導 体 につ い て1Hを帰 属 し、△δ値[δ3一δR]を算 出 した結 果 、PGMEフ ェ ニ ル基 の反 磁 性 異 方
性 効 果 に よ り、12-MeからH-17にか けて負 符 号 、H-19から27-Meにか け て正 符 号 とな り、C-
18の絶 対 配 置 は3と 決定 され た(Fig.9)。X線解析 に よっ てprx1の相対 的 絶 対 構 造 が 決 定 さ
れ て い た た め3a)、分 子 全 体 の絶 対 構 造 も決 定 され た 。 さ らに溶 媒 をCD3C1に変 え てIHの帰
属 を行 な っ た と ころ 、 同様 な△δ値[δ3一δR]の分 布 が 得 られ た(Fig.9)。す な わ ちC5D5Nは・
PGMEフ ェニ ル 基 の磁 気 異 方性 を妨 害 しな い こ とが 証 明 され た 。
(2)DTX1絶対 構 造 の 決 定
オ カ ダ酸(OA)は、第2章 で述 べ た よ うに、1-C=0と240Hどの 問の水 素 結 合 に よっ て疑
似 環 状 コ ン フ ォメ ー シ ョン を形 成 す る1b)(Fig.4)。疑 似 環 状 構 造 は 溶液 中 で も形 成 され21}、
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さ らに エ ステ ル誘 導 体22)、ア ミ ド誘 導 体 にお い て も保 持 され る21)。よっ てDTXlのPGMEア
ミ ド誘 導 体 にお い て も、 同様 な コ ン フ ォ メー シ ョン を と る こ とが予 想 され た 。PGME試 薬
とDTXIとの縮 合 は 、PyBOP③/HOBVDMFの条 件 を用 い た1823)。
NMR(DQF-cosY,TocsY,NoEsY)の測 定 は、c5D5N溶媒 中 で行 な った ・ 両 誘 導 体 にお
い て 、PGMEア ミ ドブ ロ トン(NH)と、H-12、H-45(2-Me)との 問 にNOEが観 測 され 、PGME
平 面 がDTXI分子 に対 して予 想 通 り一 定 の配 向 を とる こ とが 証 明 され た(Fig.10),,両誘 導 体
につ い て1Hを帰 属 し、△δ値[δ3一δR]を算 出 した結 果 、2-MeからH-3・H-23からH-31にか け
て負 符 号 、H-4からH-18にか け て正 符 号 とな り、c-2の絶 対 配 置 はRと 決 定 され た(Fig.lo)。
この よ うな△δ値[δ3一δR】の符 号 分 布 は 、DTX1-PGMEの疑 似 環 状 コ ン フ ォメ ー シ ョン を非 常
に よ く反 映 して い た 。す な わ ちPGME法 に よ り、対 象 分 子 の 溶 液 中 にお け る コ ン フ ォ メ ー
シ ョン につ い ての 情 報 も得 られ る こ とが 示 され た 。今 回 の例 で は 、PGMEフ ェニ ル基 か ら
約gA離 れ たH.31にま で磁 気 異 方 性 効 果 が 及 ん で い た 。DTXIの平 面 構 造 と相 対 的 立体 構 造
はOAと のNMRス ペ ク トル の比 較 に よ って決 定 され て い たが2)、絶 対 構 造 も今 回初 め て 決 定
され た 。
第 四 章Pectenotoxin・4,・7の構 造 決 定
Pectenotoxln(PrX)群と して、 こ れ ま で8成 分(PTX1-pTX7,PTX10)が単 離iされ て い る.
そ の う ちの4成 分(PTx1,PTx2,PTx3,PTx6)の構 造 が 決 定 され 、 そ れ らは 同一 の ラ ク トン
骨 格 を有 す る こ とが 明 らか に な っ て い る3)(Fig.1)。残 りの4成 分(Prx4,PTx5,PTx7,
prxlo)につ い て は、構 造 が 未 定 の ま まで あ っ た 。 そ こで 本 章 で は、PTx4とPTx7につ い て
構 造 決 定 を行 な っ た。
(1)1γrx4,prx7の性 質
PrX4はPrX1と、 そ してFTX7はPrX6と同 じ分 子 量 を有 して い た。PrX4また はPfX7を含
水MeCN溶 液(MeCN:H,0=9:1)として、0.1%のTFAを添 加 した とこ ろ、
Prx4はPTx1,PTx4,pTx8の3成分 、Prx7はPTx6,pTx7,PTxgの3成分 か らな る平 衡 混
合 物 を与 え た 。1γrX7からP'rX6への変 換 は 、TFAを添 加 しな い 含水MeCN溶液 中 で も起 きた
の で 、 変 換 に はH・が 関与 して い る こ とが示 唆 され た 。P:rx8及びprx9は天 然 試 料 か ら単 離
され た こ とは な く、 非 天 然 成 分 と考 え られ た 。
(2)prx7の構 造 決 定
変 換 に よる混 乱 を避 け る た め に 、prx7のカル ボ キ シル基 を フェ ナ シ ルエ ス テ ル と して 保
護 し、PTX6フェ ナ シ ルエ ス テ ル のNMRス ペ ク トル と比 較 しなが ら解 析 を行 な っ た と ころ 、
両 者 は 同一 の平 面 構 造 を有 す る こ とが 示 され た 。IH及び13Cのケ ミ カル シ フ トの 差 は 、A環
及 びB環 周 辺 に集 中 して い た 。 この差 は ス ピ ロケ ター ル炭 素(C-7)の立 体 の逆 転 に よ って 生
じた と推 定 し、ROESYスペ ク トル の解 析 を行 な った 。 そ の結 果 、Fig.llに示 すNOEが 観 測
され 、Prx7は、rπx6の7位 エ ピマ ー で あ る こ とが証 明 され た(Fig.12)。す な わ ちo-7の配
向 は、pTX6ではA環 に対 してequatona1であ ったが 、PrX7ではaxialに変 化 して い た 。
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(3)Iyrx9の構 造 決 定
PrX9の分 子 量 は1γrX6,PTX7と一 致 した 。Prx9フェ ナ シ ルエ ス テ ル はPrx6フェ ナ シ ル
エ ス テ ルのTFA処理 に よって 得 られ 、各 種NMRを 解析 した 結 果 、prx9の構 造 が 決:定さ れた
(Fig.12)。PTx6,PTx7の7位ケ タ ー ル炭 素 が 酸 に よっ て巻 き直 した結 果 、Prx9ではB環 が
6員 環 に変化 して い た(Fig.13)。H-10,H-llの結 合 定 数(H-10;ddd,10Hz/10Hz14Hz,H-ll;d,
10Hz)と、ROESYから得 られ たNoE情報(Fig.14)によっ てPTX9の立 体 構 造 が 決 定 され た
(Fig.12)。す な わ ちH-10,H-11はaxialに配 向 し、0-7の配 向 もA環 に対 してaxia1で南 った 。
(4)prx4,円「X8の構 造:決定
PrX8の分 子 量 はPTX1,PTX4と一 致 した 。PrX4,PTX8の1HNMRスペ ク トル は、 そ れ ぞ
れPTX7,PrX9と酷 似 して い た 。先 に示 したTFA処理 に よる変 換 の 性 質 と、ROESYから得 ら
れ たNOE情報(Fig。ll,Fig.14)によ り、1γrX4,rとrX8の構 造 を、Fig.12に示 した よ うに決 定
した。 す な わ ち1γrX4,pTX8は、 そ れ ぞ れpTX7,pTX9と同一 の 基本 骨 格 を有 して い た 。
(5)Prx4,Prx7,PTx8,Prx9のマ ウス 致 死毒 性
PTXI,PrX6のマ ウス致 死 毒 性(i.P。)がそ れ ぞ れ250μ9/kg,500μ9/kgであ るの に対 して 、
PrX4では770μ9/kgに低 下 した 。 さ らにPTX7,FrX8,PTX9では、毒 性 が5mg/kg以上 に まで
低 下 した 。C-7の立 体 の 反転 また はB環 の構 造 変化 が ラ ク トン環 全体 の コ ン フ ォ メ ー シ ョン
に影響 を及 ぼ し、 マ ウス毒 性 あ低 下 を もた ら した と推 察 さ れた 。'
第 五 章 抗Pectenotoxin群モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の 作 成
Pectenotoxin(PrX)群の酵 素 標 識抗 体 測 定 法(ELISA)の開 発 を 目的 と して 、抗PrX群 モ ノ
ク ロー ナ ル抗 体 の調 製 を行 な った 。
(1)PTx6一タ ンパ ク 質 コ ンジ ュ ゲ ー トの作 成
円 「X6をハ ブ テ ン基 と して タ ンパ ク質 に導 入 す るた め の 反 応 を行 な った 。prx6の分 子 中
に存 在 す る カル ボ キ シル基 と タ ンパ ク質 の ア ミノ基 とを縮 合 させ る反応 につ い て は、()Aで
の 場 合 に準 じて活 性 エ ス テ ル法 を採 用 した6b)。す なわ ち、 まずPTx6をN一ヒ ドロ キ シ コハ
ク酸 イ ミ ドエ ス テ ル と し、次 に卵 白 ア ル ブ ミン(OVA)及び牛 血清 ア ル ブ ミン(BSA)と反 応
させ 、 抗 原 に用 い るprx6一タ ンパ ク質 コン ジ ュ ゲ ー トを得 た(Fig.15)。
(2)モノ ク ロ ー ナ ル抗 体 の作 成
モ ノク ロー ナ ル抗 体 の作 成 は 、OAのELISAキッ トを開 発 した 宇 部 興 産(株)に 依 頼 した 。
PrX6-OVAを免 疫 原 と し、PrX6.BSAでス ク リーニ ン グ を行 な った 結 果 、PrX6を認 識 す る
株 が1株 得 られ た 。得 られ た抗 体 はFig.16に示 す よ うに、prx6と同 一骨 格 を有 す るprx1に
対 して反 応 性 を示 した 。一 方OA及 びDTXIとは全 く交 差 反応 を示 さず 、YTXに対 す る交 差
反 応 もPTX1,PTX6のわず かo.1%程度 に と どま った 。 す なわ ち本 抗 体 はPTX骨格 の い ず れ か
の部 位 をエ ピ トー プ と し、町X群 を特 異 的 に認 識 す る こ とが 明 らか とな った 。
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第 六 章Pectenotoxin群新 蛍 光 定 量 法 に つ い て の 検 討
こ れ ま で に 単 離 さ れ て い るP㏄tenotoxin(PrX)群8成分(PTXI-pTX7,PTX10)のう ち 、 カ
ル ボ キ シ ル 基 を 有 す る3成 分(pTX6,PTX7,PrX10)につ い て は 、9-anthryldiazomethane
(ADAM)試薬 を用 い た 蛍 光HPLC分 析 に よ っ て 定 量 す る こ とが で き る6a)。ま た 一 級 水 酸 基 を
有 す る2成 分(PTX1,pTX4)にっ い て は 、1-anthrylcarbocyanide(AN)試薬 に よ る蛍 光HPLC
分 析 が 検 討 さ れ て い る が 、 慎 重 な 反 応 操 作 が 要 求 さ れ る た め 、 汎 用 法 に は 至 っ て い な い 。
さ ら にPTX2,PTx3につ い て は 微 量 定 量 法 が ほ とん ど検 討 さ れ て い な い 。 そ こ でPFrxの基 本
骨 格 に 共 通 な 共 役 ジ エ ン に着 目 し、 ジ エ ノ フ ィ ル 蛍 光 化 試 薬4一[2一(6,7-dimethoxy-4-methyl-
3-oxo-3,4-dihydro-quinoxalinyl)ethyl】一1,2,4-thazoline-3,5-dione(DMEQ-TAD)24)の適 用 を 試 み
た 。DMEQ-TADはDiels・Alder反応 に よ っ て 共 役 ジ エ ン に付 加 す る蛍 光 試 薬 で あ り24)、
Yessotoxin(YTX)群の 蛍 光 分 析 に も用 い ら れ て い る6c)。
(1)1γrx中性 成分 につ い て の検 討
Frx1,PTX2,PTX3,PTX4をそ れ ぞ れ ジ ク ロ ロ メ タ ン中 でDMEQ-TADと反 応 させ た 、,
UV(235nm)一HPLCによ り原 料PrXの 消 失 を確 認 した 後 、蛍 光(Ex370nm,Em440nm)HPLCに
よっ てDMEQ-TAD付加 生 成 物 の溶 出位 置 を確 認 した 。DMEQ-TAD試薬 の付 加 はDiels-Alder反
応 機 構 に よっ て起 こ るた め 、理 論 上PTxの1成 分 に つ い て 、 立体 の 異 な った4種 類 の
DMEQ-TAD付加 体 が 生 成 され る(Fig.17)。PrX2の反応 物 をLC-MSに供 した 結 果 、4本 の 生
成 物 ピー クが 同定 され た 。4成 分 の う ち2ピ ー クが 主成 分 、残 り2つ は痕 跡 ピー クで あ っ
た(Fig.18)。同様 にLc-Msによ って 、pTxl,pTx3,PTx4のDMEQ-TAD付加 生 成 物 ピー ク も
同定 され た 。C.43にア ルデ ヒ ド基 を有 す るPTx3につ い て は 、 プ ロパ ノー ル付 加 体 と した た
め 、c-43のラセ ミ化 に よ り、 主生 成物 と して4本 の ピー クが 同定 され た(Fig,19)。
総括
1.オ カ ダ酸(OA)の トリチ ウ ム標 識 化 反 応 を確 立 した 。 す なわ ち24-OHをPDC酸化 に よっ
て ケ トン に酸 化 し、 次 い で塩 化 セ リ ウ ム を加 えてNaHB4で還元 す れ ばOA標 識 体 が 効 率 よ く
得 られ る こ とを示 した。 この 反 応 条 件 に基 づ き、[24-3H]OAがデ ュポ ン社 よ り供給 され た。
2.OAの27-OHをPDC酸化 に よっ て ケ トン に酸 化 し、27-dehydro-OAを得 た 。27-dehydro-OA
の プ ロテ イ ン フ ォス フ ァ タ ーゼ2A酵 素 に対 す る阻 害剤 解 離 定 数 κiは7.3nMであ った 。OA
のκiは32pMなの で 、27-OHの酸 化 に よっ て 阻害 活 性 は1/230に減少 し・27-OHが酵 素 との 結
合 に関 与 す る可 能性 が 示 された 。
3.Pectenotoxin-6(PrX6)とDinophysisめxin-1(DTXI)の絶 対 構 造 を、 キ ラ ル異 方 性 試 薬1
Phenylglycinemethylester(PGME)を用 いたNMR的 手 法 に よって 決定 した 。PGME法 が カ ル
ボ キ シ ル基 と結 合 した 四級 炭 素 の 絶 対 構 造 決 定 に も適 用 で きる こ と を初 め て示 した 。
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4.構 造 が 未 決 定 で あ っ たPTX4,PTX7につ い て の構 造解 析 を行 な い、 そ れ ぞ れ をPTX1,
Prx6の7位 エ ピマ ー と決 定 した 。 ま た酸 処 理 に よっ て、Prx4はPTxl,pTx4,PTx8の3成
分 ・Prx7はPTx6,pTx7,1γrx9の3成分 か らな る平 衡 混 合 物 とな.るこ とを 明 らか と した 。
PTx8,PTx9は、PTx4,Iyrx7のB環が6員 環 に変 化 した非 天 然 成 分 で あ った 。.
5
5.Prx群に対する酵素標識抗体測定法(ELIsA)の確立 を目的として、2種 類のpTx6一タン
パク質コンジュゲー トを調製 した。モノクローナル抗体の作成を宇.部興産(株)に依頼 し、
prx群を特異的に認識する抗体を得た。
6.Prx群 の 中 性 成 分 を 蛍 光 分 析 す る た め の 検 討 を行 な っ た 。 す な わ ちPTx1,PTx2,PTx3,
PrX4をジ エ ノ フ ィ ル 蛍 光 化 試 薬4一[2一(6,7-dimethoxy-4-methyl-3めxo-3,4-dihydroquinoxahnyl)
ethyl]一1・2・4-tdazoline-3・5-dione(DMEQ-TAD)と反 応 させ ・ 蛍 光HPLcとLc一卵 に よ っ て.
DMEQ-TAD-prx付加 生 成 物 を 同 定 し た 。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
有毒渦鞭毛藻類 に よって生産 された毒が食物連鎖 に よって二枚貝に蓄積 され,食 中毒 の原因 となる
事例は多い。 と りわけ下痢性貝毒は全世 界的に多発 し,毒 化期間の長期化 とあいま って二枚貝養殖に
とって重大な脅威 となってい る。貝 の毒性 監視には適切 な微量定量法の開発が必須 である。一方,こ
れ らの貝毒成分 は強力かつ特異な生理作 用を有 し,生 体現象の解明に有用な生化学試薬 として も注 目
されてい る。本研究 は大員 ラク トン構 造あ るいは疑似 ラ ク トン構造を有す る貝毒成分 に関 して化学的
検討を行い,さ らに実用面へ の展開を図 った ものである。
疑似 ラク トン構造を有す るオカダ酸(OA)は,プ ロテイ ンボス ファターゼ2A(PP2A)の特異的阻
害剤 と して,生 化学試験に繁用 され る。その24位水酸基 の酸化 ・還元条件 を検討 して24位トリチウム
標識体を調製 し,PP2Aとの結合様式の解析,あ るいはOAの 細胞 内挙動 の解析に利 用 した。 さ らに
27位水酸基 をケ トンに酸化 して活性 を測定 し,こ の水酸基がPP2Aとの結合に重要な役 割を果 たす こ
とを明 らかに した。 また,キ ラル異方性試薬 のphenylglycinemethylester(PGME)を用いたNMR的
手法に よって,OA誘 導体であ るdinophysistoxin-1の2位炭素上 の官能基の絶対 配置 を決定す る とと
もに,溶 液中 の分子の コンフォー メーシ ョンが疑似環状構造を取 ることを立証 した。
同 じく下痢性貝毒成 分の中で,強 力 な肝臓毒性 と大員 ラク トソ構 造を特徴 とす.るペ クテノ トキ シン
群(PTXs)に ついて検討 した。 まず,構 造が未決定であ ったPTX4とPTX7のNMRを 詳 細 に検討
し,そ れぞれPTX1とPTX6の ス ピロ環の組 み替 えで生 じた7位 エ ピマーであ ることを立証 した。同
じく構造不 明 とされていたPTX8とPTX9の構造 も決定 し,酸 の存在下 で起 きるス ピロ環の組 み替 え
に よって生 じた非天然成分 である と決定・した。ヵル ボキシル基を有す るPTX6に絶対 配置 の異 なる2
種 のPGMEを 反応 させ,生 成 したア ミドのNMRス ペク トル の解析 か ら,PTX6の 絶対構 造の決定 に
成 功 した。
多数 の同族体の存在 す るPTXsを一括 して測定す る方法 として,免 疫抗体の利用 を提案 した。 カル
ボキ シル基を有す るPTX6を化学反 応に よって2種 のアルブ ミンに結合 させて抗原 を作製 し,宇 部興
産 に委託 して特異性の高いモ ノク ローナル抗体の作製に成功 した。一方,自 然界 あるいは生物体 内に
おけ るPTXsの動態 を解析す る手段 と し℃蛍光 一HPLC法の開発を検討 し,分 子 内の共役2重 結 合を
標 的 とす る蛍光試薬DMEQ-TADを用いて 目的を達成 した。
この ように,化 学反応 に よって放射性標識体,蛍 光標識体,免 疫抗原の作製に成 功 して生化学研究
あ るいは貝毒監視に貢献 した。 さらに,最 新 の手法を用いて絶対配置を含 めた構 造決定 に成果 を挙げ
た。 よって審査員一同は,本 論文 の著者が博士(農 学)の 学位 を授与 され るに値 す るもの と判定 した。
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